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1. DEFINIZIONE E INTRODUZIONE ALL’ INSUFFICIENZA INTESTINALE 
 
L’insufficienza intestinale (I.I.) è una condizione patologica cronica in cui l’intestino 
non è in grado di soddisfare i bisogni nutrizionali dell’organismo e la sopravvivenza o 
la crescita del paziente sono possibili solo con un regime di nutrizione artificiale. Il 
carattere permanente di tali alterazioni consente di definire la I.I. come generalmente 
irreversibile. La definizione di I.I. deriva dal riconoscimento della sindrome della 
“diarrea intrattabile dell’infanzia” che originariamente descriveva una diarrea 
persistente iniziata entro i 3 mesi di vita, senza evidenza di infezioni intestinali, non 
responsiva al trattamento e gravata da un alto tasso di mortalità (1).  
Negli anni ’70 e ’80 la maggioranza dei casi di diarrea intrattabile era affetta da 
celiachia, intolleranza secondaria ai disaccaridi o alle proteine del latte vaccino (2). 
Successivamente le più frequenti cause di diarrea intrattabile sono state quelle infettive 
(50% circa dei casi) e le intolleranze alimentari (20%) (3).  
Negli anni ’80 e ’90 la mortalità legata all’I.I. era precoce e altissima (4). Più 
recentemente, l’individuazione precoce di enteropatie specifiche suscettibili di terapia 
farmacologica o dietetica ha determinato una riduzione dei casi di I.I.  Parallelamente il 
pattern eziologico della I.I. è notevolmente cambiato e sono state identificate alterazioni 
strutturali primitive dell’enterocita responsabili di diarrea intrattabile. Un’altra causa 
recentemente identificata di diarrea intrattabile è l’enteropatia autoimmune, in cui una 
specifica reazione autoimmunitaria, con la produzione di autoanticorpi anti-enterocita, è 
responsabile di danno intestinale (5). Allo stato attuale l’I.I. è il risultato di patologie 
intestinali primitive e generalmente irreversibili. Del tutto recentemente sono state 
descritte specifiche alterazioni congenite dell’ontogenesi dell’enterocita, come i difetti 
congeniti di α6β4 integrina e di eparan-solfato, che rendono conto della progressiva 
riduzione del numero di casi di insufficienza intestinale senza causa nota (6). Queste, 
insieme alle alterazioni anatomiche e post-chirurgiche (intestino corto), alle forme su 
base immunologica (allergica, infiammatoria, autoimmune) ed alle alterazioni della 
motilità (pseudoostruzione intestinale cronica), costituiscono i quattro principali gruppi 
di eziologie che conducono all’I.I. 
A partire dalla fine degli anni ’60, la nutrizione parenterale (NP) ha permesso la 
sopravvivenza a lungo termine di adulti e bambini con I.I.. La attuali tecnologie 
permettono che la NP venga effettuata anche a casa del paziente consentendogli una 
buona qualità di vita ed una sopravvivenza indefinita. Sono stati effettuati trial 
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preliminari con farmaci in grado di modificare la alterazioni intestinali con particolare 
riguardo alla immunosoppressione, alla motilità e all’assorbimento di elettroliti. 
Parallelamente, vengono proposti in numero crescente, nuovi approcci chirurgici e, in 
particolare, il trapianto di intestino.  
L’identificazione della patologia responsabile dell’I.I. è cruciale per definire appropriate 
strategie di intervento. L’intestino corto, ad esempio, è una delle cause più frequenti di 
I.I. in età pediatrica e di dipendenza dalla NP. La conoscenza dei meccanismi che 
regolano il trasporto di elettroliti e nutrienti a livello intestinale e dei meccanismi che 
stimolano l’adattamento intestinale è fondamentale per lo sviluppo di strategie 
terapeutiche volte a stimolare il processo fisiologico di adattamento intestinale. E’ stato 
dimostrato che una combinazione di dieta ad alto contenuto di carboidrati, la 
somministrazione di glutamina e di ormone della crescita (GH) determinava, in una 
popolazione di pazienti adulti con intestino corto post-chirurgico, un miglioramento 
dell’assorbimento di nutrienti, la riduzione del volume fecale, e la riduzione dei volumi 
di NP (7). 
Data la complessità ed eterogeneità delle cause di I.I., è indispensabile lo sviluppo di 
strette connessioni tra centri con alta competenza e specializzazione nei campi di 
clinica, chirurgia e ricerca. Nell’ambito della Società Italiana di Gastroenterologia ed 
Epatologia Pediatrica (SIGEP) è stato costituito un network nazionale per l’I.I. in età 
pediatrica che ha identificato centri di riferimento nazionali per l’approccio diagnostico 
ed il supporto nutrizionale a questi pazienti (8). Nel periodo 1997-2000 il network ha 
arruolato 74 bambini con I.I.. In questo gruppo di pazienti l’eziologia più frequente era 
la Sindrome da intestino corto (28%) seguita da intolleranze alimentari multiple (14%), 
enteropatia tipo “tufting” (11%), pseudoostruzione intestinale cronica da alterazione 
neuronale o muscolare (9%), atrofia congenita dei microvilli ed enteropatia autoimmune 
(8%). Il 22% dei casi non aveva una diagnosi eziologica. 
Un ruolo molto importante nell’approccio all’I.I. è svolto dalla chirurgia. In particolare, 
in bambini con intestino corto, sono stati proposti interventi di “allungamento 
intestinale” che mirano all’aumento della superficie intestinale totale (9). I primi 
trapianti di intestino furono tentati nell’uomo negli anni ’60, ma non ebbero alcun 
successo soprattutto per l’inefficacia dei farmaci immunosoppressivi utilizzati. 
L’introduzione dell’FK 506/Tacrolimus, insieme con rilevanti innovazioni di tecnica 
chirurgica, hanno significativamente migliorato la sopravvivenza del trapianto e del 
paziente (10,11). Il trapianto di intestino è attualmente indicato in caso di complicazioni 
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potenzialmente letali dovute alla sottostante patologia intestinale o alle complicanze 
correlate alla NPT (insufficienza epatica terminale secondaria a NPT, perdita di accessi 
vascolari, sepsi ricorrenti da catetere) (12). Con il miglioramento della terapia di 
controllo del rigetto, che ha condotto ad un aumento della sopravvivenza, il trapianto 
precoce di intestino potrebbe essere indicato prima dell’instaurarsi delle complicanze 
correlate alla NPT (13-15).  
La conoscenza del pattern eziologico e della fisiopatologia della I.I. consente l’utilizzo 
di farmaci. Il trattamento con immunosoppressori è spesso efficace nei casi di 
enteropatia autoimmune. Il controllo della colestasi associata ad NPT di lunga durata, 
con la somministrazione di Ac. Ursodesossicolico, ha consentito un lungo periodo di 
NP in molti casi (16). Recentemente è stato proposto il trattamento con farmaci attivi 
sul trasporto intestinale di ioni e acqua e con fattori trofici. Partendo da dati ottenuti in 
vitro è stata dimostrata l’efficacia dell’octreotide, un analogo della somatostatina, nel 
ridurre l’output fecale in bambini con diarrea cronica secretiva (17,18).  
Recentemente il GH è stato utilizzato in vitro ed in vivo e si è mostrato efficace 
nell’indurre aumento della superficie intestinale in pazienti con intestino corto e 
promuovere l’adattamento intestinale (19,20). Il GH esercita due distinti effetti di 
importanza cruciale: un effetto proassorbitivo sul trasporto transepiteliale di elettroliti 
ed acqua ed un effetto trofico su enterociti (21). Entrambi gli effetti sono desiderabili in 
condizioni di diarrea grave e di lunga durata in cui l’atrofia epiteliale è associata a 
secrezione di sodio e cloro. 
L’obiettivo delle ricerche esposte in questa Tesi è quello di un avanzamento nelle 
conoscenze nel campo dell’I.I. in età pediatrica. In capitoli specifici sono stati affrontati, 
con approcci di ricerca differenti, diversi aspetti dell’I.I. dall’epidemiologia alla storia 
naturale. Attraverso l’utilizzo di modelli sperimentali in vitro sono stati studiati inoltre i 
meccanismi fisiologici di controllo dell’omeostasi idroelettrolitica intestinale e 
meccanismi di risposta intestinale alle infezioni. Infine sono stati studiati i meccanismi 
di azione del GH, proposto come terapia dell’I.I., e parallelamente, lo stesso GH è stato 
utilizzato per il trattamento farmacologico dell’I.I.    
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2. EPIDEMIOLOGIA DELL’INSUFFICIENZA INTESTINALE IN ETÀ 
PEDIATRICA IN ITALIA 
 
Introduzione 
L’insufficienza intestinale è l’outcome di un ampio range di malattie primitive 
dell’intestino o extraintestinali che, secondariamente, conducono a deficit delle funzioni 
digestivo-assorbitive intestinali (3). Nel momento in cui si viene a creare una 
condizione di I.I., la durata di questa condizione è critica in termini di prognosi e di 
gestione, poiché regimi di NP di lunga durata sono associati a complicanze severe e ad 
un alto tasso di mortalità (4). La presenza di specifiche opzioni terapeutiche sia mediche 
che chirurgiche, incluso il trapianto di intestino, rendono necessario un approccio 
specifico per il singolo paziente e, d’altro canto, una pianificazione multicentrica che 
unisca lo specialista clinico e il chirurgo. 
Nella popolazione pediatrica l’I.I. è spesso il risultato di una patologia primariamente 
intestinale. Etiologie diverse ed eterogenee sono riconosciute attualmente come 
responsabili di I.I. di lunga durata. Schematicamente le cause di I.I. possono essere 
classificate in: a) alterazioni anatomiche che includono l’intestino corto congenito o 
post-chirurgico; b) alterazioni strutturali dell’enterocita che includono l’atrofia 
congenita dei microvilli e la displasia epiteliale (o tufting enterophaty); c) disordini su 
base infiammatoria o immunologia, che includono l’enteropatia autoimmune, le 
intolleranze alimentari multiple e il M. di Crohn; d) i disordini della motilità, 
principalmente la pseudoostruzione cronica intestinale. 
Data l’eterogeneità e la rarità delle condizioni che conducono a I.I., dati 
sufficientemente ampi sull’epidemiologia di questa condizione clinica non sono riportati 
in letteratura. La disponibilità di dati epidemiologici sono essenziali per identificare 
priorità di intervento per bambini con I.I., la disponibilità di. A tale scopo è stato 
utilizzato un approccio sperimentale combinato per stimare l’incidenza e la prevalenza 
di I.I. nella popolazione pediatrica italiana. 
 
Metodi 
L’I.I. è stata definita come una patologia primariamente intestinale per la quale è stata 
necessaria la somministrazione di NP di almeno il 75% dell’input calorico totale per 
almeno 4 settimane, oppure di almeno il 50% dell’input calorico totale per almeno 3 
mesi.  
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I dati sono stati raccolti utilizzando le seguenti fonti: 1) il Network italiano per 
l’insufficienza intestinale in età pediatrica, che include i maggiori centri nazionali di 
gastroenterologia pediatrica (22); 2) i registri della ditta Baxter, una società privata che, 
in convenzione con il Sistema Sanitario Nazionale, fornisce assistenza domiciliare e 
nutrizione parenterale ai pazienti con I.I., su tutto il territorio nazionale; 3) dati forniti 
da centri di chirurgia pediatrica dalla Società Italiana di Chirurgia Pediatrica che hanno 
riportato retrospettivamente il numero di bambini con I.I.; 4) i dati del Sistema Sanitario 
Nazionale, attraverso la consultazione con i codici di malattia di database disponibili via 
internet (www.ministerosalute.it)  
L’incidenza e la prevalenza di I.I. sono stati calcolati sulla base dei nati vivi per anno e 
del numero totale di bambini (0-14 anni) in Italia nell’anno 2000 secondo l’ISTAT. 
 
Risultati 
Al termine dell’anno 2000, il Network italiano per l’I.I. in età pediatrica seguiva in 
follow up 47 bambini con I.I.. Nello stesso tempo la Baxter seguiva in terapia 
domiciliare 29 bambini di cui 9 non erano inclusi nel Network. I centri di chirurgia 
pediatrica gestivano altri 9 casi. Sulla base di questi dati la prevalenza di I.I. al termine 
dell’anno 2000 in Italia era di  0.78 x 10-5 bambini (tabella 2.1). 
 
 
 
Tabella 2.1. Numero di bambini con insufficienza intestinale, in  Italia, alla fine 
dell’anno 2000. 
 
Fonti numero di bambini 
Network italiano per l’I.I.  47 
Baxter S.p.A. 9 
Chirurgie pediatriche  9 
Totale 65 
 
 
 
L’incidenza di I.I. era stimata sulla base del numero di nuovi casi arruolati dal Network 
e dalla Baxter negli anni 1999 e 2000, divisi per il numero dei nati vivi per anno. 
L’incidenza così calcolata era di 2.6 x 10-5, e 2 x 10-5 (nel 1999 e 2000, rispettivamente) 
(tabella 2.2). 
La sindrome da intestino corto (SBS) rappresentava in maniera consistente il 25% circa 
di tutti i bambini con I.I. seguiti dal Network e dalla Baxter. Utilizzando il codice 
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sanitario (delle schede di dimissione ospedaliera) per “malassorbimento post-
chirurgico”, il codice più aderente alla SBS, questa aveva un’incidenza di 1.5 x 10-5 nel 
1999. Su questa base, l’incidenza di I.I. sarebbe di 6 x 10-5 (tabella 2.2). 
 
 
 
Tabella 2.2. Incidenza di insufficienza intestinale in età pediatrica in Italia negli 
anni 1999-2000. 
 
Fonti 1999 2000 
Network + Baxter + 
Chirurgie 
2.6 x 10-5 2 x 10-5 
Codici di malattia per SBS 6 x 10-5 Non disponibile 
Codici di malattia per NEC 1.2-2 x 10-5 Non disponibile 
 
 
 
L’enterocolite necrotizzante (NEC) è riconosciuta come la singola causa più frequente 
di SBS, essendo responsabile di circa il 30-50% di tutte gli SBS (23-25). Circa il 35% di 
tutti i neonati con NEC ricevono un trattamento chirurgico e una media del 6% sviluppa 
una SBS (26-31). L’incidenza di NEC in Italia nell’anno 1999 è stata di 6.7 x 10-5.  
Questo risulterebbe in 0.3-0.5 x 10-5 nuovi casi di SBS per anno e in 1.2-2 x 10-5 
bambini con I.I. per anno (tabella 2.2). 
 
Discussione 
Questo studio rappresenta il primo tentativo di valutare l’epidemiologia dell’I.I. in un 
intero paese. Poiché in una nazione sono disponibili dati demografici e statistici 
omogenei, è stato possibile valutare l’incidenza di I.I. I risultati complessivi mostrano 
che l’incidenza complessiva di I.I in Italia è compresa tra 1.2 x 10-5 e 6 x 10-5. La 
prevalenza è di 0.67 x 10-5. 
Inoltre qui è stato utilizzato un approccio combinato per stimare l’incidenza e la 
prevalenza di I.I. in età pediatrica in Italia. L’utilizzo di una strategia multipla è stato 
necessario per l’eterogeneità della condizione ed è stata possibile per la presenza di 
multiple fonti di dati. L’I.I. è una condizione rara che necessita di un approccio ed una 
gestione di elevata complessità, così come la cooperazione tra centri con competenze 
diverse. Il Network italiano per l’I.I. in età pediatrica si è dimostrato uno strumento 
molto efficace per la copertura dell’intera popolazione italiana di bambini con I.I., 
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nonostante una certa sottostima sia possibile per la possibile presa in carico di casi 
sporadici da parte di centri minori non inclusi nel Network.  
L’I.I. è una sfida continua per il pediatra gastroenterologo (32). La sua complessità 
nasce dall’eterogeneità delle cause, dalla severità clinica, dalla necessità di NP e, infine, 
dalle terapie specifiche che includono il trapianto di intestino. Nel caso di patologie così 
rare e complesse come l’I.I. la conoscenza della sua epidemiologia fornisce le basi per 
l’ottimizzazione delle risorse cliniche. 
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3. STORIA NATURALE DELL’INSUFFICIENZA INTESTINALE IN ETÀ 
PEDIATRICA IN ITALIA 
 
Introduzione 
Un numero crescente di nuove condizioni patologiche sono riconosciute come causa di 
I.I.. Nonostante negli ultimi anni siano state identificate nuove specifiche cause di I.I. e 
ne siano stati caratterizzati i meccanismi molecolari, in un numero discreto di casi la 
causa dell’I.I. resta ancora sconosciuta. Grazie alle migliori conoscenze scientifiche e ai 
progressi nella nutrizione clinica, l’aspettativa di vita dei bambini con I.I. è 
progressivamente migliorata (33-35). L’I.I. resta una condizione clinica complessa con 
una qualità di vita non ottimale e gravata da elevati costi sanitari e sociali. Bambini con 
I.I. sono di solito seguiti presso centri di riferimento per queste specifiche patologie, ma 
l’esiguità del numero di casi rende indispensabile la cooperazione tra i centri e lo 
sviluppo di approcci diagnostico-terapeutici comuni. Nel 1997 è diventato operativo il 
Network italiano per l’I.I. in età pediatrica, nato nell’ambito della Società Italiana di 
Gastroenterologia ed Epatologia Pediatrica (22). Attraverso la collaborazione tra i centri 
partecipanti è stata ottenuta, da un lato, la disponibilità per ogni paziente dell’expertise e 
delle procedure disponibili in ogni centro, dall’altro che ogni centro ricevesse 
informazioni su bambini con I.I. seguiti in tutta Italia e accrescesse così le proprie 
competenze.  
Attraverso il Network nazionale è stata valutata l’epidemiologia dell’I.I. in Italia ed è 
stata studiata la sua storia naturale ed il suo outcome in relazione all’etiologia dell’I.I. 
 
Metodi 
Sono stati arruolati tutti i bambini con I.I. seguiti da gennaio 1997 a dicembre 2001 nei 
centri partecipanti al Network nazionale per l’I.I in età pediatrica. I dati sono stati 
ottenuti e aggiornati attraverso moduli di arruolamento e follow up trasmessi 
annualmente via internet al centro di coordinamento. Sono stati valutati i seguenti 
parametri: età di esordio dei sintomi gastrointestinali; età di inizio della NP; durata della 
NP; evoluzione del caso. I bambini sono stati raggruppati sulla base della causa 
primitiva di I.I. in 5 gruppi maggiori: sindrome da intestino corto (SBS), disordini della 
motilità (MD), difetti strutturali dell’enterocita (SED), intolleranze alimentari multiple 
(IF), enteropatia autoimmune (AIE). Bambini che non potevano rientrare in nessuno di 
questi gruppi o la cui etiologia era sconosciuta è stato classificato in un sesto gruppo. 
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Risultati 
 
Tabella 3.1. Caratteristiche generali dei bambini con insufficienza intestinale (n = 109) 
 Media ± SD  Mediana (range) 
Età di esordio dei sintomi (mesi) 8.4 ± 27.2         0    (0-192) 
Età di inizio della NP (mesi) 16.3 ± 40.7         2    (0-200) 
Follow-up (mesi) 50.3 ± 46.3       41   (2-252) 
Durata della NP (mesi)  35.1 ± 46.4       18   (1-252)  
 
 
Tabella 3.2. Etiologia dell’insufficienza intestinale in 109 bambini 
Etiologia numero(%) 
  
Sindrome da intestino corto 48   (44.0) 
Disordini della motilità 16   (14.7) 
Difetti strutturali dell’enterocita 14   (12.8) 
Intolleranze alimentary 10   (  9.2) 
Enteropatia autoimmune    7   (  6.5) 
Enterocolite citomegalovirus-indotta     2   (  1.8) 
Enteropatia protido-disperdente   1   (  0.9) 
Linfangectasia intestinale   1   (  0.9) 
Malassorbimento di Glucosio-galattosio    1   (  0.9) 
Malassorbimento primitivo degli acidi biliari   1   (  0.9) 
Munchausen per procura   1   (  0.9) 
Unknown   7   (  6.5) 
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Nei 5 anni dello studio sono stati arruolati 109 bambini con I.I. dai 9 centri aderenti allo 
studio. Le caratteristiche generali di questi bambini sono riportate in tabella 3.1.  
Le cause di I.I. sono riportate in tabella 3.2. Rispetto a serie precedenti si è ottenuto, 
grazie all’applicazione del modello del Network, una riduzione dei casi senza diagnosi. 
Sono state analizzate le caratteristiche dei pazienti appartenenti ai 5 gruppi 
etiopatogenetici principali ed è stato osservato che, una volta raggruppati per diagnosi, 
era possibile distinguere in maniera significativa alcune caratteristiche e l’outcome 
dell’I.I.. Sia l’età di esordio della sintomatologia che l’età di inizio della NP variano in 
relazione all’etiologia della I.I. (figura 3.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.1. Relazione tra età di esordio della sintomatologia (colonne bianche) ed età di 
inizio della NP (colonne grigie). Sindrome da intestino corto (SBS), disordini della 
motilità (MD), alterazioni strutturali dell’enterocita (SED), intolleranze alimentari (FI), 
enteropatia autoimmune(AIE). 
 
 
Anche la differenza di tempo tra l’esordio dei sintomi e l’inizio della NP, che è un 
marcatore di gravità della malattia, varia a seconda dell’etiologia primitiva (figura 3.1). 
Si può infatti assumere che un tempo breve indichi una I.I. ad esordio precoce e 
generalmente più grave sul piano clinico rispetto a forme ad esordio tardivo. E’ stato 
quindi analizzato l’outcome dei bambini con I.I. in relazione al gruppo etiopatogenetico. 
I diversi gruppi differiscono per la durata totale della NP, ma soprattutto, differiscono 
per la probabilità di raggiungere la sufficienza intestinale, di essere cioè svezzati dalla 
NP. I dati mostrati in figura 3.2 mostrano come i bambini con I.I. secondaria a 
intolleranze alimentari multiple sono svezzati dalla NP nel 100% dei casi ed in un 
tempo piuttosto breve. All’opposto, bambini con atrofia congenita dei microvilli o 
tufting enterophaty (SED) non hanno nessuna possibilità di liberarsi dalla NP. Pattern 
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intermedi si osservano per l’enteropatia autoimmune (AIE) che, grazie alla terapia 
immunosoppressiva, è reversibile nella maggior parte dei casi, per la sindrome da 
intestino corto (SBS) e, seppur con una prognosi peggiore, per i disturbi della motilità 
(MD). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.2. Raggiungimento della sufficienza intestinale, corrispondente allo 
svezzamento dalla nutrizione parenterale, in relazione al tempo e per gruppo etiologico. 
 
 
Discussione 
Attraverso lo sviluppo di un modello assistenziale nazionale di rete e attraverso lo 
scambio di informazioni cliniche e/o campioni biologici, il Network per l’I.I. ha 
permesso di migliorare le conoscenze sull’I.I. e sulla sua storia naturale, di migliorare 
l’approccio clinico sia diagnostico che terapeutico a livello nazionale, e di migliorare 
l’expertise dei singoli centri partecipanti, portando ad un sostanziale miglioramento 
della gestione del bambino con I.I.  
Attraverso questo lavoro è stata raccolta la casistica più ampia di bambini con I.I. ed in 
maniera prospettica per 5 anni. I risultati di questo lavoro dimostrano che la causa 
dell’I.I. è di cruciale importanza per la prognosi del bambino e quindi per programmare 
la gestione del caso a breve e lungo termine. I risultati di questo lavoro infatti 
dimostrano come, mentre per alcune patologie come le intolleranze alimentari e 
l’enteropatia autoimmune l’I.I. è una condizione generalmente benigna e transitoria, per 
altre come i difetti strutturali dell’enterocita, non vi è alcuna possibilità di svezzamento 
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dalla NP. Pertanto tali bambini vanno avviati al più presto ad altre terapie quali il 
trapianto di intestino. 
I risultati di questa parte delle ricerche svolte sono oggetto di due pubblicazioni 
scientifiche riportate in appendice. 
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4. MODELLI SPERIMENTALI DI INSUFFICIENZA INTESTINALE: 
L’INFEZIONE DA ROTAVIRUS 
 
Introduzione 
La gastroenterite acuta è la causa più frequente di mortalità nei paesi in via di sviluppo 
e di morbilità nei paesi sviluppati. Il Rotavirus (RV) è l’agente più frequente di 
gastroenterite acuta in età pediatrica (36). Il RV è comunque responsabile di un numero 
elevato di casi di diarrea protratta e, seppure molto raramente, è in grado di causare una 
vera e propria insufficienza intestinale, soprattutto in bambini immunodeficienti (37). 
Nonostante i costi molto elevati correlati alla patologia da RV, non è disponibile alcuna 
terapia antivirale specifica e un grosso sforzo è stato posto nello sviluppo di un vaccino 
sicuro ed efficace. 
Il RV infetta gli enterociti maturi dei villi del piccolo intestino. I meccanismi 
responsabili della diarrea indotta da RV sono molteplici e complessi. Questi includono 
il danno diretto dell’enterocita con distruzione dei microvilli, dei microfilamenti e delle 
tight junction, l’inibizione delle disaccaridasi di membrana e del cotrasportatore 
sodio/glucosio (38,39).  
Diversi dati in letteratura suggeriscono che il danno enterocitario e il seguente 
malassorbimento non possono spiegare completamente la patogenesi dell’infezione da 
RV (38,40-42). Inoltre una diarrea precoce e acquosa si verifica prima dell’evidenza del 
danno villare e delle altre modifiche microscopiche indotte dal RV (43-46). Più 
recentemente, studi su modelli animali di infezione, hanno portato alla scoperta di 
meccanismi responsabili di secrezione intestinale di acqua ed elettroliti durante 
l’infezione da RV. Cellule infettate con RV rilasciano una proteina non strutturale del 
virus, chiamata non structural protein 4 (NSP4), che media molti dei meccanismi 
patogenetici del RV e stimola nel topo una secrezione di cloro calcio-dipendente (47-
50). Lundgren et al. hanno dimostrato inoltre che il sistema nervoso enterico è 
implicato nella diarrea da RV, probabilmente attraverso l’attivazione di riflessi secretori 
ed il rilascio di neurotrasmettitori prosecretivi (51). 
Il RV è in grado di infettare cellule Caco-2 e di indurre lisi cellulare e danno tissutale 
(52). Le immunoglobuline sieriche umane (Igs) sono in grado di inibire l’infezione da 
RV in cellule Caco-2, riducendo il danno cellulare attraverso un effetto diretto anti-RV 
(53).  
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L’uso clinico delle Igs somministrate per via orale fu inizialmente proposto per la 
diarrea severa protratta (54). Quindi la loro efficacia fu dimostrata in bambini con 
gastroenterite acuta (55). E’ interessante notare che l’effetto delle Igs era 
particolarmente evidente nelle primissime fasi della diarrea (55). 
In questo capitolo sono riportati i risultati sperimentali dell’effetto del RV sul trasporto 
transepiteliale di ioni in un modello di infezione in cellule Caco-2. E’ stato inoltre 
testato l’effetto delle Igs in questo modello di infezione in vitro. 
 
Metodi 
 
Colture cellulari  
Cellule Caco-2, ottenute dall’American Type Culture Collection (Rockville, MD), sono 
state cresciute in DMEM con 10% di siero bovino fetale, 1% aminoacidi non-
essenziali, 50 mU/ml penicillina, 50 mg/ml streptomicina (56). L’infezione con RV è 
stata effettuata come già riportato in cellule differenziate 15-18 giorni dopo aver 
raggiunto la confluenza, cresciute su filtri di policarbonato. 
 
Ceppo virale e protocollo di infezione 
E’ stato utilizzato il ceppo di RV SA11 per il quale è stata dimostrata in precedenza la 
capacità di infettare e riprodursi efficientemente in cellule Caco-2 (57,58). Il virus 
veniva attivato con 20µg/ml di tripsina per 30 minuti a 37°C (53,59). Cellule Caco-2 
venivano lavate 2 volte e incubate per 12 ore con DMEM senza siero prima 
dell’infezione. La sospensione virale era aggiunta dal lato apicale del monostratao 
cellulare e, dopo una incubazione di 60 minuti a 37°C, le cellule venivano nuovamente 
lavate ed incubate in DMEM senza siero per il tempo predefinito. I tempi venivano 
definiti a partire dal lavaggio e dalla rimozione del virus in eccesso, non internalizzato, 
dopo l’infezione. La carica virale è stata determinata con un Plaque Forming Units 
(PFU) test con cellule MA104 (60). 
 
Studio del trasporto di ioni 
Abbiamo utilizzato il modello sperimentale delle camere di Ussing (55). Le cellule 
erano cresciute in monostrati su filtri di policarbonato (Costar Italia, Milano) per 15-18 
giorni post-confluenza. L’area del filtro era di 4.9 cm2. Ogni filtro era montato in una 
camera (WPI, Sarasota, FL). Ogni compartimento della camera (mucosale e sierosale) 
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conteneva 5 ml di Ringer con la seguente composizione (in millimoli / litro): 114 NaCl, 
5 KCl, 1.65 Na2HPO4, 0.3 NaH2PO4, 1.25 CaCl2, 1.1 MgCl2, 25 NaHCO3, 10 glucosio, 
che era costantemente insufflata con 5%CO2-95%O2, e mantenuta a 37° C mediante 
l’uso di un sistema di circolazione a pompa regolato da un termostato.  
L’infezione era effettuata con 5 PFU di RV per cellula. A diversi tempi dall’infezione 
venivano misurati i seguenti parametri elettrici: differenza di potenziale transepiteliale 
(PD), corrente di corto circuito (Isc), e conduttanza ionica (G). Isc è espresso in 
microamperes per centimetro quadrato (µA/cm2), G in millisiemens per centimetro 
quadrato (mS/cm2), e PD in millivolts (mV).  
Per studiare il ruolo del Cl-, SO42- sostituiva il Cl- a concentrazioni equimolari. E’ stato 
poi utilizzato un inibitore dei canali del Cl-, il 5-nitro-2-3-(3-phenylpropylamino) 
benzoic acid (NPPB) come già dimostrato (62).  
Per studiare il ruolo del Ca2+, è stata utilizzata una soluzione di Ringer modificata (in 
millimoli / litro): 1.65 Na2HPO4, 0.3 NaH2PO4, 25 NaHCO3, 53 NaCl, 5 KCl, 30.5 
Na2SO4, 2.35 MgCl2, 10 glucosio, 30.5 mannitolo. Inoltre abbiamo utilizzato il chelante 
del calcio 1,2-bis(2-aminophenoxy)ethane N,N,N’,N’-tetraacetic acid/acetoxymethyl 
ester (BAPTA/AM) (62). 
 
Misura della resistenza transepiteliale 
La resistenza transepiteliale (TER) del monostrato cellulare è stata misurata mediante il 
Millicel-ERS resistance monitoring apparatus (Millipore, Milano). La resistenza è 
espressa in ohms/cm2. 
 
Reagenti 
Tutti i reagenti sono stati ottenuti da Sigma. Le Igs provenivano da un singolo lotto 
commerciale di Igs umane sieriche per uso parenterale, con i seguenti titoli 
neutralizzanti specifici per i diversi sierotipi virali: Rotavirus ceppo Wa (sierotipo 1) 
1:800; ceppo DS-1 (sierotipo 2) 1:1600; ceppo Price (sierotipo 3) 1:3200; ceppo ST-3 
(sierotipo 4) 1:1600. I titoli specifici erano determinati come precedentemente riportato 
(55).  
 
Risultati 
 
Modificazione dei parametri elettrici dopo infezione con Rotavirus 
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Cellule Caco-2 erano infettate con RV e montate in camere di Ussing. I parametri 
elettrici mostravano un progressivo aumento dell’Isc, compatibile con una secrezione di 
anioni, in confronto con cellule non infettate (figura 4.1). L’aumento dell’Isc era 
statisticamente significativo dopo 1 ora dall’infezione (figura 4.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.1. Aumento della corrente di corto circuito (Isc) in cellule infettate 
con RV rispetto a cellule controllo, montate in camere di Ussing 1 ora dopo 
l’infezione. 
 
 
 
Abbiamo quindi valutato l’effetto del RV sul trasporto di ioni, a tempi diversi dopo 
l’infezione (figura 4.2). L’effetto secretivo indotto da RV era evidente già 1 ora dopo 
l’infezione, raggiungeva un picco a 2 ore, e quindi si riduceva progressivamente fino a 
scomparire tra 6 e 12 ore dopo l’infezione (figura 4.2). 
In esperimenti paralleli abbiamo comparato l’effetto sulla secrezione di anioni con 
l’effetto sulla TER che è una misura di integrità tissutale (figura 4.3). I due parametri 
erano modificati dal RV in maniera differenziale. La secrezione di anioni era indotta 
nelle fasi precoci dell’infezione, solo successivamente si osservano modificazioni della 
TER (figura 4.3). Dopo la cessazione della secrezione attiva di ioni, l’effetto citotossico 
del virus compare come dimostrato dalla caduta dalla TER (figura 4.3). Queste 
modifiche dei parametri elettrici studiati rendono conto di un duplice meccanismo di 
diarrea da RV che si realizza con fasi cronologicamente distinte. 
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Figura 4.2. Effetto secretivo del Rotavirus su cellule Caco-2 a tempi diversi dopo 
l’infezione. * p < 0.05 vs controllo 
 
 
 
 
Figura 4.3. Effetto sequenziale del RV in cellule Caco-2 sulla secrezione (Isc) 
e sull’integrità tessutale (TER, ohms/cm2) 
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Caratterizzazione della secrezione di ioni indotta dal Rotavirus 
Per determinare se l’effetto elettrico causato dal RV dipende da una secrezione di 
anioni piuttosto che dall’assorbimento di cationi, sono stati effettuato esperimenti in 
Ringer senza Cl-. In assenza di Cl- l’effetto elettrico era virtualmente abolito (figura 
4.4). Pertanto l’effetto del RV sull’Isc era completemente dipendente da una secrezione 
di ioni Cl-. 
Il RV necessita di ioni Ca2+ sia per la sua internalizzazione che per l’induzione della 
secrezione in modelli animali. Per questi motivi è stato studiato il ruolo del Ca2+ nella 
secrezione di Cl- indotta dal RV. Come per gli esperimenti in assenza di Cl- sono stati 
effettuati esperimenti in assenza di Ca2+. Anche in questo caso la secrezione di ioni era 
completamente abolita (figura 4.4). 
 
Figura 4.4. Effetto dell’eliminazione degli ioni Cl- e Ca2+ sulla secrezione indotta da 
Rotavirus. * p < 0.05 vs Rotavirus 
 
 
Effetto delle immunoglobuline sull’infezione da Rotavirus 
Le Igs sono efficaci nel prevenire la caduta della TER indotta dal RV (53). In questo 
studio è stata valutata l’efficacia delle Igs sulla secrezione di Cl- indotta dal RV. Le Igs 
sono state aggiunte alle cellule dopo l’infezione; le cellule sono state montate nelle 
camere di Ussing 2 ore dopo l’infezione. L’incubazione con le Igs inibiva 
completamente la secrezione indotta da RV (figura 4.5). In esperimenti paralleli le Igs 
sono risultate efficaci nell’inibizione sia della secrezione di Cl- che della caduta della 
TER indotte dal RV. 
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Figura 4.5. Efficacia delle Immunoglobuline sieriche umane nell’inibire la 
secrezione di cloro indotta dal Rotavirus. 
 
 
Discussione 
Il RV causa diarrea con meccanismi multipli (38,39). Studi in animali hanno dimostrato 
che il RV riduce il tasso di assorbimento di elettroliti glucosio e aminoacidi. Anche le 
attività enzimatiche del brush border sono inibite e la permeabilità transepiteliale è 
aumentata. E’ osservazione clinica comune che il RV esordisce con una diarrea acquosa 
associata ad elevati volumi di feci nelle prime fasi, seguita poi da una fase più lieve e 
prolungata, caratterizzata spesso da intolleranza ai carboidrati e malassorbimento. 
Anche in modelli animali la diarrea precede il danno istologico indotto dal RV (40). 
E’ stato dimostrato che il RV infetta efficientemente le cellule Caco-2 inducendo un 
danno citotossico inibito dalla somministrazione di Igs (52,53). In questo lavoro 
abbiamo dimostrato che, prima dell’effetto citotossico, il RV induce un effetto 
enterotossico. L’effetto consiste in una secrezione di ioni Cl- con un meccanismo Ca2+-
dipendente. Queste caratteristiche dell’effetto suggeriscono che l’enterotossina NSP4 
del RV sia implicata in questo processo (47). Dopo la secrezione precoce, che segna la 
fase iniziale dell’infezione da RV si verifica una lisi cellulare con danno tissutale. Così, 
in questo modello di infezione in vitro, viene riprodotta un risposta al virus bifasica, 
che riproduce e spiega quanto si osserva nella pratica clinica in corso di gastroenterite 
da RV.  
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E’ stata quindi testata l’efficacia delle Igs umane in questo modello di infezione in 
vitro. La somministrazione orale di Igs è efficace nel trattamento della diarrea da RV 
(54,55). Nel modello di infezione in vitro le Igs sono efficaci nel prevenire sia il danno 
cellulare che la secrezione di acqua ed elettroliti che si verifica dopo l’infezione con 
RV. Questo effetto potrebbe essere spiegato con la presenza di anticorpi anti-NSP4 
nelle comuni preparazioni commerciali di Igs umane. L’osservazione dell’efficacia 
delle Igs sulla secrezione in vitro indotta dal RV è consistente con l’osservazione 
clinica dell’effetto molto precoce delle Igs, quando somministrate per via orale ad un 
bambino con gestroenterite acuta (55). Infine, l’importanza potenziale delle Igs nel 
trattamento della diarrea da RV, è confermata dal ruolo cruciale svolto dall’immunità 
umorale nella memoria immunologia e nella prevenzione dalle reinfezioni nel bambino 
che è stato già infettato con il RV. 
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5. RUOLO E MECCANISMO D’AZIONE DELL’OSSIDO NITRICO SULLA 
REGOLAZIONE DEL TRASPORTO DI IONI NEGLI ENTEROCITI 
 
Introduzione 
Il trasporto di acqua ed elettroliti attraverso l’epitelio intestinale è sotto il controllo di 
diversi agenti tra cui neurotrasmettitori, ormoni e agenti paracrini (63). E’ stato 
dimostrato che l’ossido nitrico (NO) partecipa ai processi di trasporto transepiteliale 
interagendo con il sistema nervoso enterico, sopprimendo la produzione di 
prostaglandine, e con un effetto sull’apertura dei canali del potassio (64,65). 
NO è un gas con una emivita inferiore ai 5 secondi che viene degradato, in presenza di 
acqua ed ossigeno, in nitriti e nitrati. L’NO è prodotto da diversi tipi cellulari a partire 
dall’L-arginina, da una famiglia di enzimi, le ossido nitrico sintetasi (NOS) (66). Due 
NOS costitutive (cNOS) sono costantemente attive nell’intestino, la NOS neuronale 
(nNOS o NOS 1) e la NOS endoteliale (eNOS o NOS 3). Entrambe sono dipendenti dal 
sistema Ca2+-calmodulina, producono piccole quantità di NO e sono principalmente 
implicate in processi omeostatici. Una terza isoforma di NOS che non è Ca2+-
calmodulina dipendente, è attivata da diversi segnali tra cui citochine proinfiammatorie. 
Quest’ultima forma, chiamata NOS inducibile (NOS 2 o iNOS), necessita di almeno 2 
ore per essere attivata, produce NO dopo almeno 3-4 ore dalla sua attivazione, con un 
picco tra le 24 e le 72 ore (64,67,68). L’NO è prodotto dall’enterocita sia dalle forme 
costitutive che inducibile di NOS (69,70). 
L’NO svolge un duplice ruolo sui processi che regolano il trasporto ionico intestinale. 
In condizioni fisiologiche, l’attività basale della cNOS è implicata nella regolazione del 
tono pro-assorbitivo intestinale, ma non è chiaro se questo sia il risultato di un effetto 
diretto sull’enterocita, o indiretto attraverso il controllo nervoso del flusso ematico 
intestinale (63,64). Al contrario, in condizioni patologiche come in corso di malattie 
infiammatorie intestinali, un aumento della produzione di NO da parte dell’iNOS, 
induce una secrezione attiva di acqua ed elettroliti (63-73). 
L’NO svolge anche un ruolo in condizioni di secrezione attiva di ioni. In modelli 
animali l’NO riduceva la secrezione indotta dalla tossina colerica (CT), anche se questa 
osservazione non è stata confermata da altri autori (64,74). Recentemente è stato 
ipotizzato che l’NO possa svolgere un duplice ruolo nella regolazione del trasporto di 
ioni, stimolando assorbimento o secrezione a seconda della sua concentrazione (75). 
Queste evidenze, apparentemente contrastanti, sono probabilmente ascrivibili agli effetti 
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multipli del NO e dalla loro dose-dipendenza. Nella maggior parte degli studi sono stati 
utilizzati tessuti interi contenenti cellule endoteliali, neuroni, miociti, leucociti, tutte 
cellule produttrici di NO. Anche cellule Caco-2 di origine intestinale sono state 
utilizzate per studiarne la risposta a batteri enteropatogeni (76). 
Lo scopo di questa parte della Tesi è stato quello di testare l’ipotesi che l’NO prodotto 
da enterociti agisca come un regolatore intracellulare del trasporto transepiteliale di ioni 
sia in condizioni basali che in risposta alla secrezione indotta dalla CT 
 
Metodi 
Colture cellulari.  
Cellule Caco-2, ottenute dall’ American Type Colture Collection (ATCC) (Rockville, 
MD), sono state cresciute in DMEM con 10% di siero bovino fetale, 1% di aminoacidi 
non essenziali, 50 mU/ml di penicillina, 50 mg/ml di streptomicina (56).  
 
Studio del trasporto di ioni.  
Abbiamo utilizzato il modello delle camere di Ussing (55). Le cellule erano cresciute in 
monostrati su filtri di policarbonato (Costar, Milano) per 15-18 giorni post-confluenza. 
L’area del filtro era di 4.9 cm
2
. Ogni filtro era montato in una camera (World Precision 
Instrument, Sarasota, FL). Ogni compartimento della camera (mucosale e sierosale) 
conteneva 5 ml di Ringer con la seguente composizione (in mmol/L): NaCl (114), KCl 
(10), Na
2
HPO
4
 (1.65), NaH
2
PO
4
 (0.3), CaCl
2
 (1.25), MgCl
2
 (1.1), NaHCO
3
 (15), 
glucose (19), che era costantemente insufflata con 95% O
2
 - 5% CO
2
 , e mantenuta a 37 
°C mediante l’uso di un sitema di corcolazione a pompa regolato da un termostato. 
I seguenti parametri elettrici erano misurati prima e dopo l’aggiunta di CT o 
dell’inibitore delle NOS Nω-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME): differenza di 
ponziale transepiteliale (PD), corrente di corto circuito (Isc) e conduttanza ionica (G). 
Isc è espresso in microamperes per cm
2
 (µA/cm2), G in millisiemens per cm2 (mS/cm2), 
e PD in millivolts (mV).  
I monostrati di cellule Caco-2 erano esposti alla massima dose efficace di CT (6x10-8 
M) aggiunta al lato sierosale delle cellule, in aggiunto ad entrambi i lati del monostrato. 
Le massime concentrazioni efficaci di CT e di L-NAME sono state determinate in 
esperimenti precedenti e non riportati.  
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Misura delle concentrazioni intracellulari di cAMP.  
Le concentrazioni di cAMP sono state misurate con un kit commerciale come già 
descritto (Biotrak cyclic AMP assay system; Amersham International, Amersham,UK), 
(77). 
 
Misura delle concentrazioni di NO2-/NO3-.  
Le concentrazioni combinate di nitriti e nitrati nel mezzo di coltura, prodotti di 
degradazione dell’NO, sono state determinate con la reazione di Griess, dopo la 
riduzione dei nitrati (78). La produzione di nitriti e nitrati è quindi riportata come 
produzione di NO. Gli esperimenti sono stati condotti anche in soluzioni di Ringer 
senza calcio come riportato nel capitolo 4 di questa Tesi. 
Per valutare il ruolo della iNOS come fonte di NO, sono stati condotti esperimenti in 
presenza dell’inibitore specifico L-N-iminoethyl-lysine (L-NIL) 0.5 mM (79). 
  
Risultati 
Studi sul trasporto transepiteliale di ioni.  
L’aggiunta simultanea di L-NAME ad entrambi i lati del monostrato di Caco-2 induce 
un aumento dell’Isc. La risposta elettrica è lenta nei primi 35 minuti, con un picco a 55 
minuti dall’aggiunta dell’inibitore della NOS. L’aumento dell’Isc è totalmente 
dipendente dall’aumento di PD, giacché non è evidenziabile nessuna modificazione dei 
valori di G. L’aggiunta della CT al lato luminale delle caco-2 induce un aumento simile 
di Isc, senza modificare G. La preincubazione delle cellule con L-NAME per 5 minuti 
determina un ulteriore aumento di Isc indotto dalla CT. Tale aumento è 
significativamente maggiore della somma dell’effetto di ogni singola molecola (figura  
5.1).  
 
Determinazione dei livelli di cAMP.  
Le concentrazioni intracellulari di cAMP dopo un ora di incubazione con CT, sono state 
misurate in assenza o in presenza di L-NAME. La CT induce un aumento di 6 volte 
rispetto ai valori basali, del cAMP intracellulare. L’inibitore della NOS, L-NAME, 
induce un aumento significativo nelle concentrazioni basali di cAMP. L’L-NAME, 
inoltre, provoca un ulteriore aumento significativo nelle concentrazioni di cAMP 
stimolate dalla CT. Anche in questo caso, così come era stato osservato per l’Isc nelle 
stesse condizioni sperimentali, l’effetto di CT e L-NAME è sinergico, essendo maggiore 
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della somme di ogni singolo effetto (figura 5.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.1. Effetto dell’L-NAME e della tossina colerica (CT) sul trasporto 
transepiteliale di ioni. L’inibizione della produzione di ossido nitrico con 
l’inibitore L-NAME provoca un aumento della Isc, compatibile con la 
secrezione di elettroliti. Anche la CT induce una secrezione di ioni. L’effetto di 
L-NAME e CT insieme è sinergico rispetto all’effetto delle 2 sostanze 
utilizzate singolarmente. Pannello A; time-course dell’incubazione di cellule 
Caco-2 con CT ed L-NAME. Pannello B; Effetto massimo sulla  secrezione di 
ioni dopo incubazione di cellule Caco-2 con CT e L-NAME. 
 
 
 
Produzione di ossido nitrico.  
Dopo 1 ore di incubazione con CT si osserva un aumento nelle concentrazioni di NO di 
circa 9 volte rispetto ai valori basali. L’effetto è dipendente dal calcio, perché in assenza 
di calcio, non si osserva produzione di NO.  
L’inibitore specifico della iNOS, L-NIL, non previene l’aumento di NO indotto dalla 
CT. L’incubazione di cellule Caco-2 con l’analogo del cAMP, 8Br-cAMP, induce un 
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aumento di NO (figura 5.3). L’8Br-cAMP aumenta la rpoduzione di NO da parte 
dell’enterocita in maniera dipendente dalla dose (figura 5.3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.2. Effetto di tossina colerica (CT) e L-NAME sulle concentrazioni 
intracellulari di cAMP. L’incubazione con CT e con L-NAME induce un 
aumento della produzione di cAMP in cellule Caco-2. Anche in questo caso L-
NAME e CT mostrano un effetto sinergico quando aggiunte insieme. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.3. Produzione di ossido nitrico dopo stimolazione con cAMP. 
L’incubazione di cellule Caco-2 con un analogo del cAMP, l’8-Br.cAMP, 
induce la produzione di ossido nitrico, in maniera dipendente dalla 
concentrazione. 
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Discussione                                      
La secrezione di acqua ed elettroliti nel lume intestinale è un processo finalizzato a 
diverse specifiche funzioni. Promuove l’ottimale digestione di nutrienti ed il loro 
assorbimento, assieme al muco intestinale protegge la mucosa e libera la superficie 
intestinale da patogeni e tossine. Per prevenire un’eccessiva perdita di liquidi, i flussi di 
acqua e ioni devono essere finemente regolati con meccanismi di controllo efficaci (81). 
In questo studio si dimostra che l’enterocita è capace di limitare la secrezione di ioni 
attraverso un meccanismo che implica la regolazione dei livelli di NO. L’aumento di Isc 
indotto dall’inibitore di NOS L-NAME suggerisce che le concentrazioni intracellulari di 
NO sono essenziali nel regolare il trasporto basale transepiteliale di ioni. L’aggiunta 
contemporanea di CT e L-NAME provoca un aumento della secrezione di ioni 
maggiore della somma degli effetti ottenuti con l’aggiunta delle singole molecole. 
Questo suggerisce un ruolo per l’NO anche nel limitare la secrezione attiva di ioni 
indotta dalla CT. Gli effetti elettrici sono paralleli alle concentrazioni intracellulari di 
cAMP. Questo dimostra una stretta correlazione tra i livelli intracellulari di cAMP ed 
NO, sia in condizioni basali che di attiva secrezione. L’aumento della produzione di NO 
in risposta a CT o 8-Br-CAMP indica che la sintesi di NO da parte dell’enterocita è 
stimolata in risposta  a condizioni di attiva secrezione di acqua ed elettroliti. La 
produzione di NO nel nostro sistema dipende dalla stimolazione della isoforma NOS 1. 
E’ stato suggerito che la stimolazione della NOS 1 può far parte della normale risposta 
cellulare allo stress (82). Questi risultati confermano il concetto di una autoregolazione, 
da parte dell’enterocita in condizioni basali del trasporto transepiteliale, e di una 
risposta omeostatica in condizioni di secrezione attiva. Gli effetti dell’NO in risposta 
alla CT nelle cellule Caco-2 ricordano quelli osservati con altri secretagoghi come la 
prostaglandina E2, l’enterotossina termostabile di E. coli e la tossina A del Clostridium 
difficile (83). I risultati di questa ricerca dimostrano che l’enterocita svolge un ruolo 
diretto nella regolazione omeostatica del trasporto transepiteliale di acqua ed elettroliti, 
attraverso l’attivazione del sistema cNOS-NO. Questo sistema funziona come un freno 
della secrezione di ioni, sia in condizioni basali che di stimolazione legata all’aumento 
del cAMP intracellulare.  
I risultati di questo capitolo sono oggetto di una pubblicazione scientifica allegata in 
appendice. 
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6. EFFETTI E MECCANISMI DI AZIONE DELL’ORMONE DELLA 
CRESCITA SULLA CRESCITA CELLULARE E SUL TRASPORTO DI IONI 
NELL’INTESTINO 
 
Introduzione 
Abbiamo recentemente dimostrato che il GH prende parte al complesso meccanismo di 
regolazione del trasporto transepiteliale di ioni nell’intestino (84). Il GH è un 
polipeptide prodotto dall’adenoipofisi che svolge diversi ruoli nell’ambito della 
fisiologia intestinale. Il GH stimola la crescita e differenziazione dell’intestino di ratto 
fetale e adulto (85,86), e del ratto sottoposto ad ampia resezione intestinale (56,87); 
stimola la sintesi di una proteina legante il calcio e vitamina D-dipendente, stimola 
l’assorbimento di calcio, la produzione di gastrina e somatostatina a livello gastrico e 
l’uptake di aminoacidi (88,89). Nel ratto l’ipofisectomia provoca un decremento 
dell’assorbimento intestinale di acqua ed elettroliti confermando un ruolo del GH nel 
mantenimento del tono assorbitivo basale intestinale (90). 
In sistemi sperimentali, in vivo ed in vitro, abbiamo dimostrato che il GH è in grado di 
stimolare in condizioni basali l’assorbimento di acqua e di elettroliti nell’ileo di ratto 
(84). Utilizzando i medesimi modelli sperimentali abbiamo successivamente dimostrato 
che l’effetto proassorbitivo del GH è presente nell’intero intestino, ma con una 
maggiore intensità a livello del tratto prossimale del piccolo intestino e con una minore 
intensità a livello del colon (19). Oltre ad esercitare un effetto proassorbitivo in 
condizioni basali il GH riduce la secrezione attiva indotta da agonisti dei tre principali 
meccanismi di trasduzione del segnale di attivazione della secrezione intestinale: il 
cAMP, il cGMP e il Ca2+ (84). 
L’ampia espressione di recettori specifici per il GH negli enterociti fetali e dell’adulto 
fa ipotizzare che i suoi effetti sul trasporto intestinale nell’uomo derivino da una diretta 
interazione ormone-enterocita. Per verificare questa ipotesi è stato allestito un modello 
sperimentale in vitro basato su una linea cellulare intestinale umana denominata Caco-
2. Le cellule Caco-2, coltivate per 15 giorni dopo la confluenza, acquisiscono 
caratteristiche morfofunzionali del tutto sovrapponibili a quelle dell’enterocita ileale 
maturo dell’apice del villo. 
Utilizzando tale modello sperimentale abbiamo ottenuto dimostrazioni che gli effetti 
del GH sul trasporto intestinale di acqua e ioni derivano da una diretta interazione tra 
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ormone e membrana baso-laterale dell’enterocita (56), ma i meccanismi di tale effetto 
restano in gran parte da definire (91-93). 
Il recettore del GH appartiene alla famiglia dei recettori per i fattori emopoietici e 
presenta analogie strutturali nei domini extra- ed intracitoplasmatici con i recettori di 
altri fattori, quali alcune interleuchine e l’eritropoietina (91). Il legame GH-recettore 
induce l’attivazione sequenziale di diverse attività enzimatiche citoplasmatiche che in 
ultimo si traduce nell’espressione di fattori trascrizionali specifici. In tal modo 
l’interazione tra ormone e cellula porta alla produzione di nuove proteine e a diversi 
effetti biologici (92). 
E’ stato ipotizzato che il legame GH-recettore determini l’attivazione di una proteino-
chinasi definita Jak2. Le Jaks attivano proteine “adattatrici” e, attraverso queste, 
modulano l’attività delle proteino-chinasi attivate dai mitogeni (MAPK) (94). 
Le MAPK comprendono un gruppo di serino- treonino-chinasi che sono attivate in 
risposta a diversi stimoli extracellulari attraverso la fosforilazione su residui di treonina 
e tirosina. Attualmente si distinguono tre sottogruppi principali di MAPK che sono 
attivati da sequenze di fosforilazioni distinte e, in alcuni casi, sovrapposte (94). 
Nell’ambito delle MAPK sulla cui funzione è stata dimostrata una possibile influenza 
del GH vi sono: 
1) p42 che risponde a segnali di fattori di crescita attraverso recettori tirosino-
chinasi.  
2) p38 che è attivata da stimoli di stress cellulare come raggi ultravioletti, shock 
termico o citochine pro-infiammatorie (TNFα, IL1). 
Le MAPK svolgono funzioni di regolazione dell’espressione genica sia modificando 
l’attività di fattori trascrizionali che influendo sul controllo post-trascrizionale. Inoltre 
le MAPK non solo veicolano informazioni tra la membrana plasmatica della cellula e il 
nucleo, ma fungono anche da veri punti nodali nell’integrazione ed amplificazione tra i 
diversi segnali extracellulari alcuni dei quali regolano il controllo dell’espressione dei 
geni. 
Numerose sono le evidenze di un ruolo di p42 e di p38 nella trasduzione del segnale del 
GH sia in modelli di proliferazione cellulare che di differenziazione. 
Scopo di questo lavoro è stato definire i meccanismi dell’interazione GH-enterocita. In 
particolare è stata testata l’ipotesi che le MAPK p42/44 e p38 siano implicate nella 
proliferazione cellulare e nell’assorbimento di ioni stimolabili dal GH. 
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Metodi 
Reagenti 
Tutti i reagenti sono stati ottenuti da Sigma, se non altrimenti specificato. Gli anticorpi 
monoclonali anti p42/44 e p38 sono rispettivamente della Santa Cruz Biotechnology e 
Cell Signalling Technology. Gli anticorpi secondari e il sistema di rilevazione per 
chemioluminescenza (ECL) sono di Amersham Pharmacia. 
 
Colture cellulari 
Cellule Caco-2 sono state ottenute dall’American Type Culture Collection (Rockville, 
USA). Le cellule sono state fatte crescere in un mezzo di coltura costituito da: 
“Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium” (DMEM),  glucosio (4.5 g/L), 10% di Fetal 
Calf Serum (FCS), 1% di aminoacidi non essenziali, streptomicina (50 mg/ml), 
penicillina (50 mU/ml), e sono state incubate a 37 °C in una atmosfera costituita da 5% 
CO2 e 95% O2, come precedentemente riportato. Tutti gli studi sono stati condotti su 
cellule tra il 25° e il 40° passaggio. 
Western blotting 
Le cellule erano cresciute in monostrati per 15-18 giorni dopo aver raggiunto la 
confluenza. Sono state quindi cresciute per 24 ore prima della stimolazione. Il GH 
veniva aggiunto ad una concentrazione di 4nM per 15 minuti. Per valutare l’efficacia 
degli inibitori specifici delle MAPKs, questi sono stati aggiunti 30 minuti prima della 
stimolazione con GH. Abbiamo utilizzato PD 098059 (40 µM) e SB 203580 (5µM) 
come inibitori specifici di  MAPK p42/44 e p38 rispettivamente. Alla fine della 
stimolazione le cellule venivano lavate in PBS a freddo e raccolte mediante 
centrifugazione. Le cellule venivano poi lisate in 1 mM KH2PO4, 10 mM K2HPO4, 0.9 
mM SDS, 12 mM NaN3, 80 mM NaCl, 10 mM NaF, 10 mM Na2p2O/, 0.1 mM 
Na3VO4, 0.5 mM PMSF, 1% Triton X-100, 1 mg/ml aprotinina, leupeptina e 
pepstatina. I lisati venivano centrifugati e i supernatanti raccolti. E’ stata calcolata la 
concentrazione  di proteine  e uguali quantità di proteine sono state caricate su SDS-
PAGE al 12% e trasferite su di un filtro di nitrocellulosa. Per la determinazione 
dell’attività di p42/44, le membrane venivano bloccate con una soluzione all’ 1% di 
latte in TBS-tween 0.1% e incubate per 2 ore con un anticorpo specifico monoclonale di 
topo che riconosce la forma fosforilata di p42/44. Gli studi dell’attivazione di p38 
venivano effetuati dopo aver effettuato il blocking con una soluzione al 5% di latte, con 
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un anticorpo policlonale di coniglio diretto contro la forma fosforilata di p38. Per la 
visualizzazione delle proteine abbiamo utilizzato anticorpi secondari specie-specifici 
coniugati con perossidasi e un sistema di chemioluminescenza. 
Studi sul trasporto transepiteliale di acqua e ioni 
Cellule Caco-2 erano  cresciute su supporti di policarbonato (pori di 0.4µm, superficie 
di 4.9 cm2) per 15-18 giorni postconfluenza. Ogni supporto contenente le cellule, veniva 
montato in camera di Ussing (World Precision Instruments, Sarasota, Florida) come un 
monostrato cellulare tra il compartimento luminale e sierosale. Il sistema delle camere 
di Ussing consente, attraverso la misurazione di determinati parametri elettrici, lo studio 
del trasporto transepiteliale di acqua ed elettroliti. I parametri elettrici monitorati sono: 
1) differenza di potenziale transepiteliale (PD) e corrente di corto circuito (Isc), 
espressione del passaggio transepiteliale di ioni; 2) resistenza (RT) e conduttanza ionica 
(G), espressione della integrità del tessuto.  Uno stimolo di tipo assorbitivo sul trasporto 
transepiteliale determina un decremento della Isc, al contrario uno stimolo di tipo 
secretivo determina un aumento della Isc.  L’Isc viene espressa in microampere per 
centimetro quadrato (µA/cm2), la conduttanza in millisiemens per centimetro quadrato 
(mS/cm2) e la differenza di potenziale transepiteliale in millivolts (mV). La misurazione 
e la registrazione di tali parametri elettrici sono rese possibili grazie alla presenza di 
elettrodi di argento, posti in prossimità  di entrambi i lati (sierosale e luminale) del 
monostrato cellulare, collegati ad un sistema di voltaggio automatico fornito di un 
software per l’acquisizione e la elaborazione dei dati (DVC 1000, World Precision 
Instruments, Sarasota, Florida, USA), come precedentemente descritto. 
Ogni compartimento conteneva 5 ml di soluzione di Ringer con la seguente 
composizione (in mmol/L): NaCl, 114 ; KCl, 5 ; NaH2PO4, 0.3 ; Na2HPO4, 1.65 ; 
CaCl2, 1.25 ; MgCl2, 1.1 ; NaHCO3, 25;  glucosio, 10. Il liquido di incubazione veniva 
fatto circolare attraverso le camere mediante un flusso di una miscela gassosa composta 
da 95% di O2 e 5% di CO2 e veniva mantenuto ad una temperatura di 37° C grazie ad 
un termostato. 
Lo studio delle modificazioni dei parametri elettrici, che rispecchiano modificazioni del 
trasporto transepiteliale di acqua ed elettroliti, veniva effettuato prima e dopo 
l’esposizione del monostrato cellulare al GH e in presenza o in assenza di specifici 
inibitori.  
Il GH era aggiunto alla concentrazione di 4 nM al lato sierosale del monostrato 
cellulare. 
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Il ruolo di p42/44 e p38 è stato studiato preincubando per 30 minuti, prima della 
stimolazione con GH, le cellule con i loro inibitori specifici: rispettivamente PD 098059 
(40 µM) e SB 203580(5µM). 
 
Proliferazione cellulare 
Per lo studio della proliferazione cellulare sono stati effettuati  saggi di incorporazione 
di timidina triziata. Cellule Caco-2 sono state piastrate e dopo 24 ore venivano deprivate 
di siero per 12 ore. Le cellule venivano quindi stimolate con GH alla concentrazione di 
4 nM da solo o in presenza  di inibitori specifici delle MAP chinasi. Dopo 
un’incubazione di 30 ore è stata aggiunta timidina triziata  (0.5 µCi/pozzetto)  per le 
ultime 18 ore di incubazione. Le cellule venivano infine raccolte (Titertk Cell 
Harvester, Flow Laboratories, Rickmanswort, UK) e la timidina triziata incorporata 
misurata con un β counter. 
 
Analisi Statistica 
Tutti gli esperimenti sono stati ripetuti per tre volte. I dati numerici sono stati espressi 
come media ± errore standard della media. I dati sono stati analizzati usando il test t di 
student . 
 
 
 
 
 
Risultati 
Il GH attiva le MAP kinasi p42/44 e p38 
Le cellule Caco-2 erano cresciute a differenziazione per 15-18 giorni dopo aver 
raggiunto la confluenza, e venivano quindi stimolate con GH. Come mostrato in figura 
6.1, il GH è in grado di stimolare l’espressione della forma attiva di p42/44 rispetto al 
controllo (figura 6.1 linee 1 e 2).  
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In maniera simile abbiamo osservato l’attivazione di p38 in risposta alla stimolazione 
con GH (figura 6.2, linee 1 e 2). 
Abbiamo testato l’efficacia degli inibitori specifici delle MAP kinasi, PD098059 e SB 
203580, rispettivamente per p42/44 e per p38. La preincubazione delle cellule con gli 
inibitori era in grado di bloccare l’attivazione di MAP kinasi indotta dal GH (figure 6.1 
e 6.2). Abbiamo inoltre condotto un controllo crociato dei due inibitori e dimostrato che 
agivano esclusivamente sull’attivazione delle MAP kinasi specifiche senza alcun effetto 
sull’altra (figure 6.1 e 6.2, linee 3 e 4). 
Gli stessi esperimenti sono stati ripetuti su cellule in rapida crescita, non differenziate, 
con gli stessi risultati. 
 
 
 
 
Figura 6.1. Effetto del GH su MAP chinasi p42/44. Il GH induce una attivazione 
di p42/44 rispetto alle cellule non stimolate. L’aggiunta dell’inibitore specifico di 
p42/44 (PD 098059) inibisce l’attivazione mediata dal GH, mentre nessun effetto 
si ottiene con l’inibitore di p38 (SB 203580). 
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Le MAP kinasi mediano l’assorbimento di ioni indotto da GH 
Come precedentemente dimostrato, la stimolazione delle cellule Caco-2 con GH induce 
un aumento della Isc, che rappresenta un assorbimento transepiteliale netto di ioni 
(figura 6.3). Abbiamo studiato il ruolo delle MAP kinasi p42/44 e p38 in questo 
processo preincubando le cellule con gli inibitori specifici PD 098059 e SB 203580 per 
30 minuti prima della stimolazione con GH. I risultati di questi esperimenti hanno 
mostrato che quando p42/44 o p38 venivano inibite, la risposta elettrica all’aggiunta del 
GH era completamente abolita (figura 6.3). Il grado di inibizione era maggiore quando 
veniva bloccata p42/44 rispetto a p38, ma la differenza non era statisticamente 
significativa. 
Questi esperimenti hanno dimostrato che sia p42/44 che p38 sono implicate 
direttamente negli effetti sul trasporto di ioni indotto dal GH.  
 
 
Figura 6.2. Effetto del GH su MAP chinasi p38. Il GH induce l’attivazione di p38 
rispetto alle cellule non stimolate. L’aggiunta dell’inibitore specifico di p38 (SB 
203580) inibisce l’attivazione mediata dal GH, mentre nessun effetto si ottiene 
con l’inibitore di p42/44 PD 098059. 
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MAP kinasi p42/44 ma non p38 controlla la proliferazione cellulare indotta dal GH  
Abbiamo precedentemente dimostrato che il GH stimola la proliferazione cellulare in 
cellule Caco-2 (figura 6.4). In questo lavoro abbiamo studiato il ruolo di p42/44 e di 
p38 nei meccanismi di proliferazione cellulare indotta dal GH utilizzando gli inibitori 
specifici delle MAP kinasi. L’inibizione di p42/44 attraverso la preincubazione con PD 
098059 blocca completamente la proliferazione indotta dal GH. Al contrario, la 
preincubazione con SB203580 non aveva nessun effetto significativo. I risultati 
0
20
40
60
80
100
120
140
GH PD098059 + GH SB203580 + GH
%
 
 
Is
c
Figura 6.3. Effetto delle MAP chinasi sul trasporto di ioni mediato dal GH.  
Il GH induce una diminuzione della corrente di corto circuito compatibile con 
un’assorbimento di ioni. L’inibizione dell’attività delle MAP chinasi con gli 
inibitori specifici blocca questo effetto. Pannello A. Time-course dell’effetto del 
GH e degli inibitori. Pannello B. Percentuale di efficacia degli inibitori di MAP 
chinasi rispetto al GH nell’inibire l’effetto sulla corrente di corto circuito.  
 
A 
B 
0
1
2
3
4
5
6
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
minutes
Is
c 
(
A
/c
m
2 )
GH
PD098059 + GH
SB203580 + GH
 
 37 
dimostrano che, a differenza di quanto osservato per gli studi sul trasporto di ioni, 
l’attivazione di p38 da parte del GH non regola la proliferazione cellulare (figura 6.4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Discussione 
Abbiamo affrontato lo studio dei meccanismi di azione del GH a livello intestinale, 
utilizzando un modello cellulare di epitelio intestinale. In particolare sono stati 
investigati i meccanismi molecolari che regolano la proliferazione cellulare e il 
trasporto di ioni. In precedenza abbiamo dimostrato che il legame GH-recettore è in 
grado di stimolare un’attività tirosino-chinasica responsabile degli effetti del GH in 
enterociti umani (21). Oggetto di questo studio è stato il ruolo delle MAP kinasi p42/44 
e p38. Queste proteine giocano un ruolo centrale nella regolazione della fisiologia 
cellulare e nella trasduzione del segnale. E’ stato dimostrato che, in sistemi sperimentali 
diversi dall’intestino, sono implicate negli effetti del GH (94). Abbiamo dimostrato che 
MAP chinasi p42/44 e p38 sono attivate dal GH in enterociti. Abbiamo anche 
dimostrato che entrambe sono implicate nella regolazione del trasporto di ioni mentre il 
controllo della proliferazione cellulare indotta da GH dipende da p42/44 e non da p38. 
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Figura 6.4. Effetto degli inibitori di MAP chinasi sulla proliferazione cellulare 
indotta da GH. Il GH stimola la proliferazione cellulare. L’inibitore di p42/44 (PD 
098059) inibisce completamente questo effetto, mentre l’inibizione di p38 (con SB 
203580) non modifica significativamente l’effetto del GH 
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Questi dati contribuiscono alla ulteriore comprensione della fisiologia dell’enterocita e 
dei meccanismi che regolano il trasporto transepiteliale di ioni.  
In conclusione i risultati di questa parte della Tesi supportano l’utilizzo del GH nella 
terapia dell’insufficienza intestinale in età pediatrica e dimostrano come la conoscenza 
dei meccanismi fini di regolazione del trasporto di acqua ed elettroliti attraverso 
l’epitelio intestinale potrebbe permettere l’individuazione di modulatori specifici da 
impiegare in alternativa al GH nella terapia di tutte le patologie caratterizzate da 
alterazioni del trasporto di acqua ed elettroliti.  
I risultati di questo capitolo della Tesi sono oggetto di un lavoro scientifico allegato in 
appendice e attualmente sottomesso per la pubblicazione. 
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7. EFFICACIA DELL’ORMONE DELLA CRESCITA  NEL TRATTAMENTO 
DI BAMBINI CON INSUFFICIENZA INTESTINALE 
 
Introduzione 
Evidenze sperimentali dimostrano come il GH agisca sul trasporto transepiteliale di ioni 
e di acqua nell’intestino di ratto, promuovendo l’assorbimento di acqua e di elettroliti e 
riducendo la secrezione indotta da diverse sostanze secretagoghe quali la teofillina e la 
tossina termostabile di E. coli  (84).  
Dati contrastanti si sono ottenuti invece sulla capacità del GH di promuovere 
l’adattamento intestinale in pazienti con sindrome dell’intestino corto. Con il termine di 
adattamento intestinale si intende un insieme di modificazioni morfologiche e 
funzionali cui va incontro l’intestino che residua dopo un intervento di massiva 
resezione (95). La risposta alla resezione è immediata e il primum movens è 
rappresentato dalla perdita di tessuto intestinale; più estesa è la resezione più intensa è 
la risposta di tipo adattativo. Differenti fattori regolano il processo di adattamento 
intestinale e tra questi vanno ricordati la presenza di nutrienti a livello del lume 
intestinale e molti fattori di crescita tra cui l’IGF1, la glutamina, il GH. Il processo di 
adattamento intestinale ha lo scopo di aumentare le capacità assorbitive dell’intestino e 
questo si verifica sia inducendo un iperplasia dell’epitelio intestinale che aumentando la 
capacità funzionale degli enterociti residui. A livello enterocitario in risposta alla 
resezione intestinale si verifica un aumento della trascrizione del sistema di cotrasporto 
Na+/glucosio e dell’attività degli enzimi digestivi (96,97).  
L’intestino corto chirurgico è una delle cause più frequenti di insufficienza intestinale e 
di dipendenza dalla nutrizione parenterale totale, con tutti i rischi che questa comporta. 
La conoscenza dei meccanismi con cui si verifica l’adattamento intestinale e 
l’identificazione di fattori che possano accelerare tale processo, rappresentano il punto 
di partenza per poter stabilire nuove strategie terapeutiche. Nel 1995 Byrne e 
collaboratori hanno dimostrato che una combinazione di dieta ad alto contenuto di 
carboidrati, glutamina ed ormone della crescita determinava, in 47 pazienti adulti con 
intestino corto chirurgico, un miglioramento dell’assorbimento di nutrienti, una 
riduzione del volume fecale  ed una riduzione degli apporti per via parenterale (98). 
Studi clinici randomizzati controllati più recenti non hanno confermato questo effetto 
(99,100). Nella maggioranza dei pazienti trattati con GH si verifica però una riduzione 
del volume fecale ed un aumento dell’assorbimento di elettroliti. Da queste evidenze è 
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nata l’idea di utilizzare il GH nei pazienti con diarrea intrattabile in nutrizione 
parenterale. 
In questo capitolo della Tesi sono riportati i risultati di uno studio clinico nel quale è 
stata testata l’efficacia della somministrazione del GH in una popolazione di bambini 
con insufficienza intestinale. 
 
Metodi 
 
Disegno dello studio 
Per la valutazione dell’efficacia del GH nel paziente con diarrea intrattabile è stato 
condotto uno studio aperto non randomizzato. 
 
Pazienti 
Sono stati arruolati tutti i bambini ricoverati presso il nostro reparto per insufficienza 
intestinale. L’insufficienza intestinale è stata definita come una condizione clinica per la 
quale la nutrizione parenterale rappresentava l’unica possibilità di garantire un adeguato 
apporto calorico e consentire una crescita staturo-ponderale soddisfacente.  
In particolare sono stati arruolati tutti i bambini con insufficienza intestinale di lunga 
durata che ricevano nutrizione parenterale esclusiva da almeno 1 mese.  
 
Trattamento 
I pazienti sono stati trattati con ormone della crescita (0.1 U/kg/die pari a 0.1mg/kg/die 
rhGH-Saizen Serono Laboratories Norwell, MA) somministrato per via sottocutanea 1 
volta al giorno per 15 giorni. Sono stati arruolati per il  trattamento tutti i bambini  in 
condizioni stabili, dal punto di vista metabolico (durata media della nutrizione 
parenterale precedente il GH 120 ± 30 giorni) e con variazioni del volume fecale e del 
contenuto fecale in elettroliti inferiore al 10% negli ultimi 10 giorni. Tutti i pazienti 
erano in nutrizione parenterale esclusiva in quanto ogni tentativo di ridurre la nutrizione 
parenterale e di introdurre alimenti per via enterale era fallito. 
 
Parametri di efficacia 
Sono stati scelti come parametri di efficacia della terapia le modificazioni del volume 
fecale, del contenuto in elettroliti e  del gap ionico fecale e della concentrazione sierica 
di elettroliti .  
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Il volume fecale è stato valutato pesando le feci delle 24 ore. Il dosaggio degli elettroliti 
fecali e la valutazione dell’osmolarità fecale sono stati effettuati il giorno prima di 
iniziare la terapia  ed al termine di questa;  un gap ionico fecale inferiore a 70 è stato 
considerato indice di diarrea secretiva mentre un gap superiore a 70 indice di diarrea 
osmotica. Il peso corporeo è stato misurato quotidianamente. I risultati in termini di 
peso sono stati espressi come ∆ di  incremento medio in % in un periodo di 15 giorni. In 
particolare è stato calcolato l’incremento medio di peso nei 15 giorni prima, nei 15 
giorni di terapia e nei 15 giorni dopo la terapia con GH.  
Nessun altro farmaco è stato utilizzato contemporaneamente. 
Il protocollo è stato approvato dal comitato Etico del Dipartimento di Pediatria 
dell’Università di Napoli “Federico II” e il consenso informato è stato richiesto ai 
genitori del bambino prima di iniziare lo studio. 
 
Analisi statistica 
I risultati sono espressi come media ± DS.  
Il test T di student è stato utilizzato per paragonare il numero di evacuazioni, il volume 
fecale, l’apporto di liquidi giornaliero le concentrazioni medie di elettroliti nel siero e 
nelle feci dei pazienti prima e dopo terapia e le modificazioni del peso. 
 
Risultati 
In un periodo di 4 anni sono stati arruolati 7 bambini con insufficienza intestinale (età 
media 6,5 ± 1,5 mesi, range 3-20 mesi; 6 maschi), ricoverati presso il Dipartimento 
Clinico di Pediatria dell’Università di Napoli Federico II. Tra questi, 5 avevano 
all’inizio del trattamento una diarrea secretiva, mentre 2 avevano una sindrome da 
intestino corto ed avevano una diarrea osmotica. Tutti i pazienti hanno completato i 15 
giorni previsti di terapia con GH. Durante la terapia con GH tutti i parametri di efficacia 
mostravano un significativo miglioramento. Il numero medio di evacuazioni si è ridotto 
in maniera significativa  (11,8 ± 5,1 vs 4,1 ± 1,5 p < 0.01). La riduzione è stata  
particolarmente evidente e significativa nei 5 bambini con diarrea secretiva (da 13.8 +/- 
4.7 a  3.6+/- 1.5 p < 0.01) laddove entrambi i bambini con diarrea osmotica non hanno 
mostrato alcuna variazione nel numero di evacuazioni (figura 7.1). L’effetto è stato 
rapido e progressivo come dimostrato da una riduzione significativa del numero di 
evacuazioni già in settima giornata di terapia (figura 7.1). Alla sospensione del 
trattamento il numero medio di evacuazioni è progressivamente aumentato anche se a 
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distanza di 15 giorni  dal termine della terapia risultava ancora  inferiore rispetto al 
valore basale (p= NS) (figura 7.1). 
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In seguito alla somministrazione di GH il volume fecale totale si è ridotto (da 47+/-25 
ml/kg/die a 25+/-9 ml/kg/die; p < 0.05) consentendo una parallela riduzione 
dell’apporto di liquidi con la nutrizione parenterale (da 172 +/- 36 ml/kg/die a 125 +/- 
36 ml/kg/die; p < 0.05) (figura 7.2). 
 
 
Figura 7.1. Modificazione del numero di evacuazioni nei bambini trattati con GH. 
I bambini con diarrea secretiva (pannello A) mostravano una significativa 
riduzione del numero di evacuazioni a differenza dei bambini con diarrea 
osmotica (pannello B) durante la somministrazione del GH. La riduzione era 
significativa dopo 7 giorni di trattamento e persisteva tale 7 giorni dopo la 
sospensione. (p<0.01) 
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La somministrazione di GH ha inoltre determinato una significativa riduzione delle 
concentrazioni fecali  di ioni Na+ e di ioni K+ ( rispettivamente da  98 +/- 26 mEq/l a 43 
+/- 42 mEq/l; p < 0.05 e da  57 +/- 41 mEq/l a 13 +/- 11mEq/l; p < 0.05) (figure 7.3 e 
7.4). Ancora una volta l’effetto è stato più evidente nei 5 bambini con diarrea secretiva; 
nel bambino con intestino ultracorto le concentrazioni fecali di Na+ sono rimaste 
invariate laddove nell’altro bambino con intestino corto si è osservata una sostanziale 
riduzione del contenuto di sodio nelle feci.  L’ effetto del GH sulle concentrazioni fecali 
di Na+ e K+ ha mostrato un andamento simile  negli stessi pazienti; la riduzione massima 
del Na+  si è infatti verificata negli stessi pazienti che hanno presentato le maggiori 
variazioni del K+.  
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Figura 7.2. La terapia con GH determina una riduzione del volume fecale (pannello 
A) in tutti i pazienti trattati anche se in maniera più significativa nei bambini con 
diarrea secretiva () rispetto a quelli con diarrea osmotica (). Nel pannello B è 
mostrata la parallela riduzione dell’apporto di liquidi con la nutrizione parenterale.  
Figura 7.3. La terapia con GH determina una riduzione delle perdite fecali di Na+  
(pannello A) in tutti i pazienti trattati anche se in maniera più significativa nei 
bambini con diarrea secretiva () rispetto a quelli con diarrea osmotica (). Nel 
pannello B è mostrata il parallelo incremento delle concentrazioni sieriche del Na+.  
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Parallelamente ad una riduzione della concentrazione fecale è stato osservato un 
aumento delle concentrazioni sieriche degli elettroliti che ha consentito una successiva 
riduzione dell’apporto rispetto a quello precedente alla terapia e necessario per 
compensare le perdite fecali (figure 7.3 e 7.4). 
Infine come conseguenza delle variazioni del contenuto in elettroliti delle feci  il gap 
ionico è aumentato fino a raggiungere  valori fisiologici (da 32 +/- 39 a 142 +/- 56; p < 
0.01) (figura 7.5). 
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Figura.7.4. La terapia con GH determina una riduzione delle perdite fecali di Na+  
(pannello A) in tutti i pazienti trattati anche se in maniera più significativa nei 
bambini con diarrea secretiva () rispetto a quelli con diarrea osmotica (). Nel 
pannello B è mostrata il parallelo incremento delle concentrazioni sieriche del Na+.  
Figura 7.5. Aumento del gap ionico nei pazienti con diarrea secretiva dopo il 
trattamento con GH 
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Durante la terapia con GH l’incremento medio in % del peso è risultato 
significativamente superiore rispetto a quello dei 15 giorni precedenti l’inizio della 
terapia (8,5% vs 2,8%; p< 0.05); dopo 15 giorni di sospensione l’incremento medio 
sebbene più basso risultava ancora superiore anche se non significativamente rispetto ai 
valori basali (figura 7.6).  
Nessun caso di edema periferico è stato osservato nei nostri pazienti; 2 pazienti hanno 
lamentato dolore articolare all’anca sinistra e al gomito destro rispettivamente, che è 
regredito spontaneamente dopo alcuni giorni, senza sospensione del trattamento.  
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Discussione 
Negli ultimi anni sono stati compiuti numerosi sforzi per identificare nuove terapie 
efficaci per bambini con diarrea intrattabile e insufficienza intestinale. Attualmente, 
grazie all’ampia disponibilità dell’ormone sintetico e alla vasta esperienza clinica del 
suo uso nell’uomo, sono sempre più numerose le esperienze cliniche e sperimentali sui 
possibili usi alternativi del GH in diverse condizioni patologiche quali l’osteoporosi, i 
trapianti d’organo o dopo le ustioni, le fratture, i grossi traumatismi e le anastomosi 
chirurgiche del tratto gastrointestinale. Recentemente l’ormone della crescita 
ricombinante è stato utilizzato in pazienti in alimentazione parenterale totale. In questi 
pazienti il trattamento con GH è stato ben tollerato e si è dimostrato utile nel migliorare 
l’efficacia metabolica dell’alimentazione parenterale totale. Anche in pazienti affetti da 
Figura 7.6. La somministrazione di GH si associa ad un significativo incremento 
di peso. Tale effetto si riduce nei 15 giorni successivi anche se non si osserva un 
ritorno ai valori basali. * p < 0.05 vs prima del GH. 
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infezione da HIV il trattamento con GH ricombinante determina un incremento della 
fase anabolica del metabolismo proteico e lipidico, contrastando in maniera significativa 
il dimagrimento tipico dei pazienti affetti da questa infezione cronica. Di recente è stato 
inoltre dimostrato, in un modello animale, che la somministrazione dell’ormone della 
crescita ricombinante induce un significativo recupero del peso corporeo e un 
allungamento del tratto residuo in ratti sottoposti ad ampia resezione  intestinale 
(101,102). 
L’ormone della crescita  possiede a livello intestinale un duplice effetto: proassorbitivo 
sul trasporto di ioni e trofico sull’enterocita. L’effetto proassorbitivo è espresso dalla 
riduzione della corrente di corto circuito registrata attraverso il sistema delle camere di 
Ussing, che rappresenta l’equivalente elettrico di un aumentato flusso di anioni dal 
compartimento mucosale a quello sierosale. L’effetto trofico, espresso da un aumento 
dell’incorporazione di timidina triziata rappresenta un’altra dimostrazione di una diretta 
interazione tra GH ed intestino. 
La dimostrazione che l’ormone della crescita possiede a livello intestinale due effetti 
cosi’ importanti rappresenta il razionale per un suo utilizzo in condizioni cliniche, quali 
la  diarrea intrattabile e l’insufficienza intestinale, in cui vengono ad essere alterate sia 
la funzione assorbitivi-digestiva che la funzione di trasporto transepiteliale di elettroliti. 
I risultati dello studio clinico riportato nella presente Tesi, sebbene ottenuti in un 
campione limitato di pazienti, sono incoraggianti. Tutti i bambini con diarrea secretiva  
hanno mostrato una riduzione delle perdite intestinali di acqua, e di elettroliti.Il ruolo 
diretto e specifico del GH nell’effetto proassorbitivo è indicato da un peggioramento 
della diarrea e del peso osservato alla sospensione del trattamento. 
Un effetto simile è stato descritto in pazienti adulti con sindrome dell’intestino corto che 
ricevevano GH e glutamina in associazione ad una dieta ricca in carboidrati e povera di 
lipidi (7,20). In questo studio non era chiaro se l’effetto fosse direttamente correlato al 
GH perché una simile risposta si aveva anche con la dieta da sola o con la dieta 
associata a GH o glutamina. 
Esistono quindi dati in favore di una efficacia del GH in soggetti malati ma non in 
volontari sani; questo suggerisce che il GH potrebbe agire in condizioni di alterata 
omeostasi (massiva perdita di intestino in seguito a interventi di resezione) e che quindi 
potrebbe promuovere e facilitare il processo di adattamento. E’ noto che numerosi 
fattori come ad esempio la glutamina e l’alimentazione stessa possano svolgere funzioni 
importanti. Nessuno dei nostri pazienti era alimentato per via orale al momento della 
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terapia, ciò nonostante l’effetto positivo del GH si è mantenuto per 15 giorni dopo la 
sospensione; questo potrebbe essere spiegato dall’attivazione di  una cascata di segnali 
intracellulari che attiverebbero specifici geni regolatori della crescita (46). In 
conclusione i risultati di questa Tesi dimostrano l’efficacia del GH nella terapia 
dell’insufficienza intestinale in età pediatrica e come la conoscenza dei meccanismi fini 
di regolazione del trasporto di acqua ed elettroliti attraverso l’epitelio intestinale 
potrebbe permettere l’individuazione di modulatori specifici da impiegare in alternativa 
al GH nella terapia di tutte le patologie caratterizzate da alterazioni del trasporto di 
acqua ed elettroliti. 
I risultati presentati in questo capitolo della Tesi sono oggetto di una pubblicazione 
scientifica attualmente in fase di preparazione. 
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8. CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE 
 
L’insieme delle ricerche presentate in questa Tesi di Dottorato delinea un approccio 
combinato ed integrato alla problematica della insufficienza intestinale in età 
pediatrica. Utilizzando modelli diversi, di ricerca clinica e sperimentale di base, è 
stato possibile giungere ad un miglioramento delle conoscenze in questo campo, con 
ricadute importanti per la gestione del bambino con insufficienza intestinale. 
Nella prima parte della Tesi è stato utilizzato un approccio epidemiologico che ha 
permesso la valutazione dell’incidenza di insufficienza intestinale in Italia. Per la 
prima volta sono state definite in modo sistematico le dimensioni del problema ad 
un livello nazionale. Proprio partendo dal concetto di malattia rara e dalla oggettiva 
considerazione che sono necessarie competenze mediche e chirurgiche combinate, è 
stato proposto e validato un modello assistenziale per la gestione dei bambini con 
insufficienza intestinale. Il modello, basato su una rete integrata di centri, ha 
permesso di studiare la storia naturale dell’insufficienza intestinale e di migliorare, a 
livello nazionale, l’approccio e la gestione del bambino con insufficienza intestinale.  
Nella seconda parte della Tesi sono stati presentati i risultati degli studi condotti sui 
meccanismi cellulari di diarrea intrattabile e insufficienza intestinale. In particolare, 
è stato chiarito il ruolo dell’ossido nitrico nel controllo del trasporto di ioni da parte 
dell’enterocita ed è stato caratterizzato un modello sperimentale in vitro di diarrea 
da Rotavirus. Il modello in vitro ha offerto la base per studi di fisiologia della 
riproduzione del danno cellulare. 
Infine è stato affrontato il problema della terapia dell’insufficienza intestinale. 
L’ormone della crescita (GH) è stato proposto con questa indicazione, con risultati 
promettenti, nell’adulto. E’ stato studiato il meccanismo d’azione del GH in cellule 
enterocitarie umane. Questi studi hanno permesso anche di chiarire il ruolo di 
proteine importanti nella trasduzione del segnale intracellulare, le MAP chinasi, nel 
controllo del trasporto transepiteliale di ioni. Sulla base di questi risultati ottenuti in 
vitro, è stato proposto ed effettuato uno studio in vivo, in bambini con insufficienza 
intestinale, sull’efficacia del GH. I risultati di quest’ultima parte della Tesi 
dimostrano come il GH sia efficace nel migliorare le perdite fecali e la crescita 
ponderale in bambini con insufficienza intestinale.   
Tutte le ricerche riportate in questa Tesi rappresentano quindi il risultato di un unico 
filo conduttore attraverso il quale una patologia complessa è stata studiata con 
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molteplici approcci e modelli clinici, assistenziali e sperimentali con il risultato di 
un miglioramento delle conoscenze nel campo dell’insufficienza intestinale e della 
gestione del bambino con questa patologia.  
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